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Tarim Alanlarindan izole Edilen Bacillus spp., Suslarinin Urettigi Insektisidal
Proteinlerinin Alan Emisyonlu Taramah Elektron Mikroskobu ile Karaterizasyonu
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Ozet

Bu calismada, tarim arazilerinden izole edilen Bacillus spp. suslarinin
irettigi insektisidal proteinler, alan emisyonlu taramali elektron
mikroskobu (FESEM) kullanilarak karakterize edilmistir. Bacillus
thuringiensis (Bt) bakterisinin tirettigi Cry proteinleri, bocekler lizerinde
toksik etkiler gdsteren kristal yapilardir ve biyolojik miicadele alaninda
genis bir kullanim alanina sahiptir. Arastirmada, Kayseri ilinin 5 farkli
ilgesinin tarim alanlarindan toplanan toprak orneklerinden Bacillus
suslart izole edilmistir. Caligma kapsaminda toplam 203 bakteri izolati
elde edilmis ve bunlarin 75 'nin Bacillus cinsine ait oldugu belirlenmistir.
Bu suglar arasinda, 5 Bacillus thuringiensis susunun insektisidal kristal
protein (ICP) iirettigi gozlemlenmistir. FESEM analizleri sonucunda,
bipiramidal, kiiresel ve diizensiz sekillerde ICP yapilar1 elde edilmistir.
Bu proteinlerin bocek tiirleri lizerinde etkili olabilecegi ve tarim
zararlilariyla miicadelede  biyopestisit olarak  kullanilabilecegi
belirlenmistir.
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Characterization of Insecticidal Proteins Produced by Bacillus spp. Strains Isolated
from Agricultural Fields by Field Emission Scanning Electron Microscopy

Abstract

In this study, insecticidal proteins produced by Bacillus spp. strains
isolated from agricultural fields were characterized using field emission
scanning electron microscopy (FESEM). Cry proteins produced by the
bacterium Bacillus thuringiensis (Bt) are crystalline structures with toxic
effects on insects and are widely used in biological pest control. The
research involved isolating Bacillus strains from soil samples collected
from agricultural areas across five different districts in Kayseri Province.
A total of 203 bacterial isolates were obtained, of which 75 were
identified as belonging to the Bacillus genus. Among these, five Bacillus
thuringiensis strains were observed to produce insecticidal crystal
proteins (ICPs). FESEM analyses revealed ICP structures in bipyramidal,
spherical, and irregular shapes. These proteins were found to be effective
against insect species, suggesting their potential as biopesticides in
agricultural pest management.
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1. Giris

Biyoinsektisitler, entomopatojen bakteriler,
mantarlar, nematodlar ve viriisleri iceren
biyolojik  ajanlar  araciligiyla  tarimsal
zararlilar hedef alan ¢evre dostu pestisitlerdir.
Son yillarda, biyoinsektisitlerin

gelistirilmesine yonelik arastirmalar artmistir;
bu artig, sentetik kimyasallarin ¢evresel
zararlarinin anlasilmasiyla daha da
hizlanmistir. Biyoinsektisitler, yalnizca zararlt
kontroliinde degil, ayn1 zamanda ekosistem
sagligin1 koruma ve insan sagligi risklerini en
aza indirme bakimindan da giivenli bir
alternatif olarak goriilmektedir. Tarimda
biyoinsektisitlerin  kullanim1  yayginlagsmis
olup, ekolojik dengenin korunmasinda 6nemli
rol oynamaktadir.

Bacillus thuringiensis (Bt),
biyoinsektisitlerin yaygin bir 6rnegi olup,
larval asamada boceklerde oldiiriicii etki
gosteren kristal proteinler (Cry proteinleri)
tiretir. Bu proteinler, boceklerin sindirim
sisteminde baglanarak hiicrelerde lizise yol
acar ve boylece zararliyr oldiriir. Piretrin,
neem yag1 ve spinosad gibi dogal bilesikler ise
belirli bocek tilirlerine kars1 etkili olup
kimyasal pestisitlere gore daha diisiik toksisite
seviyesine sahiptir ve hedef dis1 organizmalara
daha az zarar verir (Azizoglu ve ark., 2012).

Bacillus tiiri bakteriler, baslica toprak
olmak iizere pek cok farkli kaynaktan izole
edilebilmektedir (Raymond ve ark., 2010). Bu
tirler arasinda bulunan Bacillus thuringiensis
(Bt), yasam dongisiinii iki ana evrede
tamamlar: vejetatif hiicre boliinmesi ve
sporlanma. Gram pozitif hiicre duvarina sahip
olan ve ¢ubuk formunda, 2-5 pm uzunlugunda
ve 1 um genisliginde olan vejetatif hiicreler, bu
bakterinin ilk evresini temsil eder (Bulla ve
ark., 1980). Sporlanma sirasinda, Bt, Cry
proteinleri olarak bilinen kristal proteinler
iiretir ve bu proteinler, spesifik pestisit etkileri
nedeniyle diinya genelinde  biyolojik
miicadelede yaygin bir sekilde kullanilir

(Schnepf ve ark., 1998). Cry proteinleri,
tarimsal zararli bocek takimlarinin belirli
tirlerine  kars1  toksik etkiler  gosterir.
Sporlanma siireci, yedi asamali asimetrik bir
hiicre béliinmesini icerir. Ilk olarak aksiyal
filamentler olusur, ardindan 6n spor septumu
meydana gelir ve li¢lincii asamada parasporal
kristallerin olustugu engulfment siireci baslar.
Dordiinciiden  altinct asamaya  kadar
ekzosporium, Onciil hiicre duvart ve korteks
gelisimi gergeklesir; yedinci ve son agama ise
sporun  olgunlasmast  ile  tamamlanir
(Mohamed ve ark., 2010). Bt 'nin, nematodlar
ve akarlar gibi baz1 omurgasizlara da toksik
etki gosterdigi rapor edilmistir (Van
Frankenhuyzen, 2009). Bt’nin tanimlanmasi
sirasinda kristal proteinlerin ve bunlara ait
genlerin tespiti bilyiik 6nem tagir. Bu amacgla,
Bt ’nin {irettigi kristal proteinlerin boyanmasi
ve 151k veya faz-kontrast mikroskoplar ile
incelenmesi  etkili  yontemlerdir. Kristal
yapilarin daha ayrintili incelenmesi iginse
elektron mikroskobu kullanimu tercih edilir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Toprak oérneklerinin toplanmasi

Kayseri ilinin yogun tarim yapilan Felahiye,
Yesilhisar, Yahyali, Akkisla ve Sarioglan
ilgelerinden toprak Ornekleri toplanmistir.
Toprak orneklerinin alinacagi yerlerin ticari
mikrobiyal giibre ve mikrobiyal insektisit (Bt
temelli) uygulamasi yapilmamig alanlar
olmasmma dikkat edilerek, 0Ozellikle tarim
alanlarindan alinan numuneler i¢in gift¢ilerden
ticari giibre ve mikrobiyal insektisit uygulayip
uygulamadiklar1 teyit edilmistir. Ornekler
toplanirken; 3-7 cm derinlikten tiim tarlay1
temsil edecek sekilde 10 farkli noktadan
yaklasik 100’ar gram alinarak karistirilmis ve
numaralandirilmistir. Ornek alman yerlerin
koordinat bilgileri GPS ile kayit edilerek
(Tablo 1) toprak Orneklerinin  alindigi
lokasyonlar enlem, boylam ve yiikseklikleri
dikkatli sekilde kayit altina alinmistir. Bakteri
izolasyonu yapilana kadar toprak érnekleri +4
°C’de saklanmuistir.
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Tablo 1. Toprak 6rneklerinin alindig1 lokasyonlar ve GPS kayitlari
Table 1. GPS records and locations of soil samples collection

Lokasyon Enlem Boylam Rakim (m)
Felahiye-arpa tarlasi N 396'6,4" E 35 34' 57" 1331
Yesilhisar-ay¢icegi tarlasi N 38 19' 44" E 35 05' 46" 1101
Yahyali-pancar tarlasi N 38 10' 00" E 3521' 25" 1103
Akkisla- Italyan ¢imi, yemlik N 39 2'57" E 36 147" 1191
Sarioglan-bugday tarlasi N391'8" E 3556'4" 1184
2.2. Toprak  orneklerinin fiziksel ve OES cihazinda okunarak belirlenmistir
kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi (Rhoades, 1982).
Toprak oOrneklerinin analizleri Erciyes  2.2.7.Fosfor tayini
Universitesi  Toprak ve  Bitki BeSIeme Topraktaki fosfor igerigi, molibdofosforik
Laboratuvarinda yapilmistir. pH, organik

madde, azot, fosfor, potasyum, degisebilir
katyonlar1 (Na, Ca, Mg ve K) ve mikro element
(Fe, Cu, Zn ve Mn) analizleri ile topraklarin
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

2.2.1. Toprak tekstiirii

Topraklarin tekstiir analizinde "Bouyoucus
hidrometre yontemi" kullanilmistir (Gee ve
Hortage, 1986).

2.2.2. Toprak reaksiyonu (pH)

Topragin pH degeri, 1:2,5 oraninda toprak-
su karigimi ile hazirlanmis ¢ozeltide cam
elektrotlu pH metre yardimiyla
potansiyometrik olarak 6l¢iilmiistlir (McLean,
1982).

2.2.3.Elektriksel iletkenlik (EC)

Yetistirme  ortamimnin  EC  degerleri
elektriksel iletkenlik aleti ile belirlenecektir
(Demiralay, 1993).

2.2.4.Kirec tayini (%)

Topraktaki kireg¢ orani, Nelson (1982)
tarafindan  belirtilen yOntemle Scheibler
Kalsimetresi kullanilarak voliimetrik olarak
hesaplanmistir (Nelson, 1982).

2.2.5.0rganik madde miktar: (%)

Topragin organik madde igerigi, Walkley-
Black yontemine gore belirlenmistir (Walkley
ve Black, 1934).

2.2.6. Degisebilir katyon tayini

Topraktaki degisebilir katyon miktarlar
(Na, Ca, Mg ve K), 1 N amonyum asetat
(pH=7.0) ile ekstrakte edildikten sonra ICP-

mavi renk yontemiyle olusturulan ¢ozeltinin
660 nm dalga boyuna ayarlanmisg
spektrofotometrede Olgiilmesiyle saptanmistir
(Olsen ve Summers, 1982).

2.2.8. Toplam azot tayini (%)

Topragin azot miktari, salisilik asit, siilfiirik
asit ve tuz karisimiyla yas yakma islemi
uygulanarak  mikrokjeldahl yontemi ile
hesaplanmistir (Bremner, 1996).

2.2.9. Mikro element tayini

Elverisli Fe, Cu, Zn ve Mn miktarlari,
DTPA yontemi ile elde edilen siizlintiilerde
ICP-OES kullanilarak 6l¢iilmiistiir (Lindsay ve
Norvell, 1978). Toprak  igeriklerinin
karsilagtirilmasi icin MSTAT programi ile tek
faktorli ANOVA varyans analizi yapilmistir.
%99 giiven araliginda ortalamalar, Tukey-
Kramer HSD post-testiyle degerlendirilmistir.

2.3. Toprak orneklerinden bacillus cinsine
ait bakterilerin izolasyonu

Toprak 6rneklerinden Bacillus cinsine ait
bakterileri izole etmek amactyla her bir toprak
orneginden 1 gram alinarak 9 ml steril saf su
ile  kanstirilmistir.  Ornekler,  vorteks
yardimiyla iyice karistirildiktan sonra oda
sicakliginda yaklagik 20 dakika bekletilmistir.
Siire bitiminde karigimlarin st kismindaki
stvidan 1 ml alinarak, i¢inde 0.25 M Sodyum-
Asetat ile tamponlanmis 5 ml Luria-Bertani
Broth (LB Broth) besiyeri bulunan 50 ml’lik
falcon tiiplerine aktarilmis ve 30 °C’de, 200
rpm’de calkalamali inkiibatdrde 4 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda érneklerden
1 ml alinarak, steril ependorf tiiplerde 5 dakika
boyunca 80°C sicakliga maruz birakilmistir.
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Bu siirenin ardindan 6rnekler, LB agar igeren
petri kaplarina ekilerek 30 °C’de bir gece
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin olusan
kolonilerden farkli 6zellikte olanlar segilerek
T3 kat1 sporlanma besiyerine ekilmis ve
yeniden 30°C’de bir gece inkiibasyona
birakilmistir (Travers ve ark., 1987; Azizoglu,
2009; Kat1 ve ark., 2016).

2.4. Bakteriyel izolatlarin taramah elektron
mikroskop goriintiisii

Basil oldugu belirlenen izolatlar, 5 ml T3
stvi sporlandirma besi yerinde (T3 Sivi
sporlanma besiyeri; 1 It distile su igerisinde 3
gr tripton, 2 gr triptoz, 1.5 gr maya 6ziitii, 0.005
gr mangan kloriir (MnClz), 6 gr monobazik
sodyum fosfat (NaH:POs), 7.1 gr dibazik
sodyum fosfat (Na:HPOs) olacak sekilde
cozelti hazirlanmis ve pH 6.8+2 ayarlandiktan
sonra 121 °C’de 15 dk. otoklav edilmistir
(Travers ve ark., 1987). 30 °C’de 200 rpm’de,
7 giin boyunca calkalamali inkiibatorde
yetistirilmistir. 7. glin sonunda bakteri

Tablo 2. Toprak orneklerinin analizi sonuglari
Table 2. Results of soil samples analyses

kiiltiirleri 4 °C 20.0000 xg’de c¢oktiiriilerek
slipernatant uzaklagtirilmistir. Pellet 1 ml steril
dH20 ¢oziindiiriilerek soliisyondan 10 ul
alinmis ve lam tizerine dikkatlice yayilmistir.
Lamlar oda sicakliginda kurtulduktan sonra
cift tarafli bant yardimiyla numune tutuculara
sabitlenen oOrnekler, polaron sc 7620 mini
sputter coater yardimiyla yaklasik 45 angstrom
kalinliginda  Au/Pd  (%80-%20Pd) ile
kaplandiktan sonra Erciyes Universitesi
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi
blinyesinde bulunan Zeiss Gemimi 500
FESEM cihazinda 16.00, 20.00, 30.00, 40.00
ve 50.00 K X farkli biyiitmelerde
goriintiilenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Toprak orneklerinin
kimyasal ozellikleri

fiziksel ve

Toplanan tiim toprak 6rneklerinin killi-tinlt
ozellikte oldugu tespit edilmekle birlikte, pH
ve mikro besin elementleri agisindan belirgin
farkliliklar sergiledigi goriilmiistiir (Tablo 2).

i EC Organik Toplam Kire Fosfor Ca Km Mg Na Cu Fe Mn Zn
Toprak Ornekleri Tekstiir pH s/em madde Np% % s kg da mg K ,19 mg mg mg mg mg mg
i % ! kg? 9 kg kgt kg kgt kg kg
Felahiye-arpa Killi tin 8.00 258.0 243 0.12 13.35 4.86 1649.4 89.0 31.0 35.2 0.67 0.44 0.91 0.80
tarlast
Yesilhisar-aygicegi Killi tin 8.97 464.0 2.88 0.14 13.52 3.26 1756.6 87.5 315 102.5 0.44 0.78 0.78 0.88
tarlasi
Yahyali-pancar Killi tin 7.81 496.0 2.96 0.15 14.53 3.65 1865.2 76.0 275 61.2 0.38 1.25 0.67 1.15
tarlasi
Akkisla- ita]yan Killi tin 7.99 507.0 2.96 0.15 8.54 2.36 1502.6 74.0 24.0 63.5 0.40 0.88 0.84 0.74
¢imi
Sarioglan- bugday Killi tin 8.43 366.0 2.86 0.14 12.58 7.45 2023.6 84.0 285 275 0.34 0.68 0.56 0.81
tarlasi
3.2. Bacillus cinsine ait bakterilerin  Sarioglan-bugday tarlasi) alinan toprak
belirlenmesi ve tanimlanmasi orneklerinden  toplamda 203 bakteri

5 ilgenin tarim arazisinden (Felahiye-arpa
tarlasi, Yesilhisar-aycicegi tarlasi, Yahyali-
pancar tarlasi, Akkisla-italyan ¢imi, yemlik,

izolasyonu yapilmis ve 75 adet Bacillus
cinsine ait bakteri susu izole edilmistir (Sekil
1).
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Sekil 1. Bacillus sp., izolatlarinin LB kat1 besi ortaminda koloni sekilleri

Figure 1. Colony morphology of Bacillus spp. isolates on LB agar medium

3.3. Alan emisyonlu taramah elektron
mikroskobu (FESEM) ile insektisidal
proteinlerin karakterizasyonu

Bacillus  thuringiensis’in  karakteristik
0zelligi olan Bipyramidal, Cubic, Spherical ve
Irregular sekilli ICP (insektisidal kristal
protein) proteinler goriintiilenmistir (Azizoglu,

zE1SS

GeminiSEM 500-71-08

Sekil 2. Bacillus thuringiensis UA 60-2 susunun bipyramidal protein gériintiisi
Figure 2. Bipyramidal protein structure of Bacillus thuringiensis UA 60-2 strain

2011; Azizoglu ve ark., 2015; Yilmaz ve ark.,
2017). 75 Bacillus spp., susundan sadece 5
Bacillus thuringiensis susunun insektisidal
kristal protein Ttrettigi belirlenmigtir. 150
elektron mikroskop goriintiisii i¢inde farkl
sekillerde olan 5 susun net sekilde insektisidal
protein iirettigi belirlenmistir.
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Sekil 3. Bacillus thuriﬁgiensis UA 66-6ns‘1‘1§uﬁun bipyramidal protein gériintiisii
Figure 3. Bipyramidal protein structure of Bacillus thuringiensis UA 66-6 strain

i ens

Sekil 4. Bacillus thuringiensis UA 69-3 susunun spherical protein goriintiisii
Figure 4. Spherical protein structure of Bacillus thuringiensis UA 69-3 strain

zE1SS

GeminiSEM 50

Sekil 5. Bacillus thuringiensis UA 77-1 susunun irregular protein goriintiisii
Figure 5. Irregular protein structure of Bacillus thuringiensis UA 77-1 strain
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GeminiSEM 500-71-08

Sekil 6. Bacillus thuringiensis UA 82-3 susunun

egular protein goriintiisii

Figure 6. Irregular protein structure of Bacillus thuringiensis UA 82-3 strain

4. Sonug¢

Bt'nin irettigi ICP'ler, kristal yapilarinin
morfolojisine gore ¢esitli gruplara ayrilir.
Bunlar arasinda en bilinenleri.

4.1. Bipiramidal kristaller

Bu kristaller, genellikle Lepidoptera
(kelebekler ve giiveler) tiirlerine kars1 etkilidir.
Cryl proteinleri, en ¢ok kullanilan Bt toksinleri
arasinda yer alir ve 6zellikle misir, pamuk gibi
tarim {riinlerinde Lepidoptera zararlilariyla
miicadelede kullanilir (Li ve ark., 2022).
4.2. Kiiresel kristaller

Diptera (sivrisinek ve kara sinek) tiirlerine
kars1 toksik olan Cry4 proteinleri, ozellikle
hastalik tasiyan sinek popiilasyonlarini kontrol
etmede kullanilir (Li ve ark., 2022).

4.3. Diizensiz kristaller

Bu tip kristaller ise daha genis bir bocek
grubuna etki gosterir ve diger Cry proteinleri
ile sinerjik olarak ¢alisarak toksisitesini
artirabilir. Bu 0Ozellikleri sayesinde bdcek
tiirlerinde direng gelisimini engellemede etkili
olabilir (Wang ve ark., 2014). Bt insektisidal
kristal ~proteinleri, biyolojik miicadelede
sirdiiriilebilir bir segenek sunar; ancak
cevresel etkiler ve diren¢ sorunlar1 nedeniyle
dikkatli ~ bir  kullanim  gerektirir. Bt
proteinlerinin toprakta uzun siire kalicilig1 ve
diger organizmalar iizerindeki  etkileri
nedeniyle Bt transgenik bitkilerin ekim
alanlari, diren¢ yoOnetim programlar1 ve

cevresel gilivenlik degerlendirmeleri titizlikle
yapilmahidir (Wang ve ark., 2014). Bt proteini
iceren biyopestisitlerin verimli ve giivenli
kullanimini saglamak icin tarimsal
uygulamalarda daha c¢esitli Bt toksinleri ve
kombinasyonlar1 kullanilmalidir.

Bt tarafindan iretilen Cry proteinleri,
tarimsal zararlilarla biyolojik miicadelede
boceklere 6zgii sekilleri ve etki mekanizmalari
ile 6ne cikar. Bu proteinlerin her biri, farkli
bocek tiirlerine uyum saglayacak sekilde
yapilandirilmistir. Cryl proteinleri,
bipiramidal yapilart sayesinde Lepidoptera
takimindaki zararlilarda (6rnegin kelebek ve
giive larvalarinda) bagirsak  hiicrelerine
baglanarak hiicrede por (gozenek) olusumuna
neden olur. Cry2 proteinleri ise ¢ift etkili bir
yapt sunarak hem Diptera (karasinek ve
sivrisinek gibi) hem de Lepidoptera tiirlerinde
toksisite gosterir. Cry3 proteinleri ise kiibik
yapilariyla  Coleoptera  (0rnegin, patates
bocegi) tizerinde yiiksek etkinlik saglar.

Son yillarda, Cry proteinlerinin boceklere
O0zgii yapisal Ozellikleri {izerinde genetik

modifikasyonlarla ~ yapilan  arastirmalar,
proteinlerin  spesifik  zararlilara  karsi
etkinliklerini ~ artirmayr  hedeflemektedir.

Ornegin, Cry2Ab protenin mutasyonlar1 ile
farklh tiirlerdeki bocek bagirsak hiicrelerine
uyum saglayan versiyonlar1 gelistirilmistir. Bu
sekilde optimize edilen Cry proteinleri,
biyopestisit etkinligini artirarak ¢evreye daha

71



Azizoglu

az zarar veren ve hedef odakli zararli kontrolu

saglama potansiyeline sahiptir (Fu ve ark.,
2024).
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